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論文内容の要旨
日本人の死亡原因の第 1位であるがんは，罹患者数，
死亡者数ともに年々上昇を続けている。がんの標準的な
治療法は，外科治療，放射線治療，化学療法であるが，
外科治療や放射線治療は局所的な治療であるため，診断
時に発見できなかったがんは治療することが出来ず，す
でに転移している場合には効果がない。また，化学療法
は全身的な治療ではあるが，正常な細胞にもダメージが
あるために強い副作用があり，QOL（Quality of Life :
生活の質）を低下させる上に，効果が見られないケース
が多いことも知られている。
がんの発生には遺伝やウィルスの感染など様々な要因
があり，その主な原因は紫外線や化学物質等による
DNAの損傷である。通常は DNA修復酵素により修復
されることでがん化することはなく，修復が追い付かな
い場合でも免疫機構が働いて変異細胞が排除される。し
かし，免疫力が低下している場合には，がん化した細胞
が排除されることなく増殖し，腫瘍を形成すると考えら
れている。
このような背景のもと，免疫力向上に着目した新しい
治療法の 1つとして注目されているのが免疫療法であ
る。免疫細胞療法は副作用がほとんどなく，全身的な治
療が可能なことで期待されている一方で，即効性がな
く，効果がはっきりしないという課題がある。また近
年，がんが免疫から逃れようとする力，すなわち免疫抑
制能力を持っていることが解ってきており，免疫抑制に
よる治療効果の低下が課題として残っている。このよう
に，これまで，そして現在でも世界中の多くの研究者に
よってがん治療の研究が進められているものの，未だ決
定的な治療法は確立されていない。
我々は，がんの効果的な治療法には ;
a. がん細胞特異的であること，b. 全身治療が可能であ
ること，c. 免疫反応を有効利用すること，d. 免疫抑制
を解除し，免疫誘導機構を効果的に利用すること，が必
要であると考え，これらを解決した有効性の高いがん治
療法を提供することを目的として，本研究を行った。
1． Q5遺伝子のがん細胞特異的発現解析
がん細胞に特異性の高い治療を可能にするために，が
ん細胞特異的に発現する遺伝子の発現調節機構を利用し
た遺伝子治療の可能性を考えた。がん細胞特異的な発現
をする遺伝子の候補としては，Q5抗原が様々ながん細
胞表面に発現し，同系マウスに対してがん抗原性を持っ
ているという江川らのマウスにおける血清学的研究結果
に着目し，Q5遺伝子の発現機構を応用することを考え
た。Q5遺伝子は，マウス第 17番染色体に存在する H-
2複合体，MHCクラスⅠ bの Q遺伝子領域の 5番目に
存在し，免疫学的に重要な機能を営む遺伝子群の中に存
在している。江川らの報告は血清学的試験の結果であっ
たことから，Q5遺伝子の発現ががん細胞特異的な転写
によるものかを確認する為，RT-PCR による遺伝子発
現レベルでの解析をはじめに行った。
まず，様々な系統のマウスの，様々ながん細胞株で Q
遺伝子群の発現について RT-PCR法で調べた結果，Q5
遺伝子のみが発現していることを確認した。正常細胞で
の発現は生体マウス組織を使用して検討し，ほとんどの
組織で発現は認められなかったものの，例外的に一部の
系統（k型）のリンパ球と胸腺のみで Q5遺伝子が発現
していることが示唆された。続いて，マウスにがん細胞
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を皮下移植した担がん状態での発現について検討を行っ
た結果，がんの組織では発現が認められた。また，k型
の正常リンパ球と胸腺で認められた発現は担がん状態で
はほぼ認められなくなり，担がん状態では発現に抑制が
かかり基本的にがん組織のみの発現である事が示唆され
た。
これらの結果から，Q5遺伝子のがん細胞特異的な発
現は転写レベルで制御されている可能性が見出され，そ
の転写調節領域はがん細胞特異的遺伝子治療へ応用でき
る可能性が示唆された。
2． Q5遺伝子発現の転写調節領域の同定
全身的な遺伝子治療に応用することを前提に Q5遺伝
子の転写調節領域の同定を行い，導入効率が高く，安全
性の高いベクターに組み込むことで，特異性の高いがん
細胞特異的発現誘導ベクターの作製が可能と考えた。こ
れを実験的に検証する為に Q5上流 DNAを単離し，3.9
Kbの塩基配列を決定した。決定した配列はデータベー
スへの登録申請を行った（2004年 6月登録）。また，
PAPIAシステムの転写因子検索プログラムを使用して，
既知転写因子結合部位の確認を行った。Weiss等の報告
で既に知られている−203ベースまでの転写開始点上流
には，免疫系で機能することが報告されているクラス
I ・レギュラトリー・エレメント（CRE）と，インター
フェロン・コンセンサス・シークエンス（ICS）を有す
ることが確認できた。続いて，転写調節領域を同定する
ために Q5上流 DNAを様々な長さのフラグメントにな
るように調整し，それらの下流に luc（ルシフェラーゼ）
をレポーターとして配した組換えプラスミド，lacZを
レポーターとして配した組換えアデノウィルスベクター
の作製を行った。組換えアデノウィルスベクターは染色
体への組込み機構を持たず，遺伝子発現が一過性で安全
性が高いことから，治療用ベクターとして使用するには
適していると考えて選択した。
これらのプラスミドを in vitroでマウスの様々ながん
細胞株にトランスフェクションし，ルシフェラーゼアッ
セイで転写誘導活性を調べた。その結果，Q5 上流
DNAの長さの違いによる特徴的な差異はみられなかっ
たが，いずれも，どのがん細胞株においても高い活性を
示した。正常組織はマウス生体を用いて確認した。Q5
転写調節領域を利用した組換えアデノウィルスを尾静脈
から全身投与し，発現が最も高い 2日目に各臓器を採取
して凍結切片を作製し，x-gal染色した結果，どの長さ
も正常組織での発現は認められなかった。続いて，がん
の組織を調べるため，C57BL/6マウスに絨毛がんであ
るM5076細胞を尾静脈から静注して肝転移させた担が
んマウスを使用して検討を行った結果，がん組織ではど
の Q5 上流 DNA の長さでも発現が確認でき，in vitro
だけでなく in vivoでも，レポーターの転写ががん細胞
特異的であることが示唆された。追加確認として RT-
PCRでの確認も行い，これまでの結果と同様にがん組
織のみで lacZの発現を確認した。これらの結果から，
Q5遺伝子の転写調節領域はがん細胞特異的に機能する
ことが証明された。さらに，ヒトでの応用が可能かを確
かめるために，ヒト細胞株でもルシフェラーゼアッセイ
で検討を行った。その結果，がん細胞株では Q5転写調
節領域のどの長さでも高い転写が誘導された。正常 2倍
体細胞株 TIG-114を使用した結果では，Nco I（−829）
から Hind III（−2667）までの領域で転写が抑えられ
ることが判った。既に報告されていた−203ベースまで
では強く転写が誘導されていることから，新たな発見と
なった。また，AML-1結合部位が正常細胞での転写活
性低下に影響している可能性も示唆された。
これらの結果より，Q5転写調節領域と組換えアデノ
ウィルスを組み合わせることで，全身的ながん細胞特異
的発現誘導ベクターとして，がん治療に利用できる可能
性が示唆された。
3． 免疫反応を有効利用する検証
有効性の高い治療を可能にするため，このがん細胞特
異的発現誘導ベクターの Q5転写調節領域下流に配置す
る遺伝子について考えた。我々は MHC（major histo-
compatibility complex）主要組織適合遺伝子複合体に
関する知見から，「MHC class Ia抗原が古典的な移植抗
原として作用し，不適合の場合には移植片の強力な拒絶
反応を示すこと」に着目をした。そして，このアロMHC
遺伝子を治療用ベクターに組み込んで投与し，がん細胞
特異的に発現させることで人工的な拒絶反応を引き起こ
させる免疫遺伝子治療剤になる可能性があると考えた。
そこで，治療実験のモデルマウスに H-2b型，H-2k型
を使用することを前提に，Q5転写調節領域下流にはア
ロMHC遺伝子として BALB/c マウスの H-2Ddを配置
した組換えアデノウィルスベクターの作製（Ad/Q5-H-
2Dd）を行った。組換えアデノウィルスを精製後，その
発現は一過性であることを in vitroで確認した。
全身投与による治療実験は，H-2b型である C57BL/6
マウスにM5076細胞 2×105個を尾静脈から移植した肝
転移モデルを利用した。がん移植 5，7日目に，治療群
には 3×109pfuの Ad/Q5-H-2Ddを投与して経過を観察
した。その結果，無治療群は予備実験通り 14日目まで
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に，空ベクター投与群では 15日目までに全例が死亡し
た。一方，Ad/Q5-H-2Dd投与群は有意な生存期間延長
が認められた。そこで，治癒過程での免疫反応を細胞レ
ベルで確認するため，細胞傷害性試験で検討した。標的
細胞には，M5076ワイルドタイプと，M5076に Ad/Q5-
H-2Ddを感作させて H-2Ddを発現させた細胞（M5076/
H-2Dd）を使用した。その結果，正常マウス由来脾細胞
はワイルドタイプに対しても傷害性を示したが，M5076/
H-2Ddに対しては有意に高い細胞傷害性を示し，正常
マウスはアロMHCに対する反応が強いことが確認でき
た。次に，治療実験で生存していたマウスから採取した
脾細胞と担がんマウスの脾細胞を用い，無治療群が全例
死亡した時期の解析を行った結果，ワイルドタイプに対
する細胞傷害性が，先の正常マウスの結果よりも有意に
低く，担がん状態では免疫能が低下していることが認め
られた。一方，M5076/H-2Ddに対しては正常マウスと
同程度であり，アロMHCに対する免疫反応は，無治療
群の担がん状態でも低下していないことが確認された。
これらの結果から，Q5転写調節領域下流にアロMHC
遺伝子を配置した Ad/Q5-H-2Ddの全身投与は，陰性対
象群と比較して有意な生存期間延長を示し，その効果は
最強の免疫誘導機構である同種移植片拒絶反応（アロ
MHCに対する反応）によるものであることが確認され
た。
4． 免疫抑制解除の効果，および二次獲得免疫誘導の検
証
Q5転写調節領域とアロMHC遺伝子を利用した組換
えアデノウィルスの全身投与による遺伝子治療で有意な
生存期間延長が認められたが，さらに治療効果を高める
ことが可能と考えた。近年，担がん状態では免疫が抑制
状態であり，がんの増大や治療効果の低下の原因になっ
ていることが示唆されている。この免疫抑制を解除する
ことが出来れば，より高い治療効果を得られる可能性が
ある。そこで，現在では免疫抑制に関わる抑制性 T細
胞（Treg）の活性を抑制することが明らかにされてい
る Cyclophosphamide（CY）を，副作用の起こらない
低用量を投与することで免疫抑制を解除しつつ，Ad/
Q5-H-2Ddとの併用効果を検討した。M5076肝転移モデ
ルを利用し，治療群はがん移植後 3日目に通常の 1/10
量の CY を腹腔内投与，8，10日目に Ad/Q5-H-2Ddの
全身投与を行った。その結果，無治療群は 14日目まで
に全例が死亡し，CY単独群も 15日目までに全例が死
亡した。一方，CYと Ad/Q5-H-2Dd併用群では 70%の
マウスが 35日以上生存する有意な生存延長が認められ，
併用の効果を確認することが出来た。
ここで，組換えアデノウィルスが全てのがん細胞に導
入されていないにも関わらず，がんが治癒していること
から，生存しているマウスにはM5076ワイルドタイプ
を拒絶するメモリー細胞が誘導されていると考えた。そ
こで，併用の検証で 35日目に生存していたマウスに
M5076ワイルドタイプの再移植を行い，Ad/Q5-H-2Dd
の投与は行わず，腫瘍を拒絶することが可能か検証を
行った。その結果，M5076を再移植して無治療にも関
わらず，治療を行った時と同様の有意な生存期間延長が
認められた。この治癒過程での免疫反応を確認するため
に，再移植約 3週間後に生存していたマウスを用いて解
析を行った。NK（Natural Killer）細胞や細胞傷害性
T細胞（cytotoxic T lymphocyte : CTL）など細胞性免
疫誘導の指標である IFN-g，抗体産生等に関わる液性免
疫誘導の指標である IL-4，Treg誘導等に関わる免疫抑
制の指標である IL-10の産生細胞について，各脾細胞を
用いた ELISpot assay で調べた。その結果，併用群で
は細胞傷害性に関与する IFN-g，及び IL4産生細胞が
多く，IL-10の産生細胞は少ないことが確認出来た。こ
の結果から，CY により Treg の活性が抑制され，誘
導・獲得された免疫が効果的に働いているものと考えら
れた。続いて，細胞傷害性の検証を行った。NK細胞の
表面マーカーである CD49，CTL が存在するかを確認
するためのキラー T細胞の表面マーカーである CD8a，
其々のビーズで脾細胞の選別を行い，標的細胞にM5076
ワイルドタイプを使用した。その結果，NK細胞の細胞
傷害性は正常マウスと治癒マウス共に高く，有意差はな
かった。一方，CD8＋T細胞の細胞傷害性は治療マウス
が有意に高く，ワイルドタイプが元々発現しているがん
抗原を認識している，つまり CTLが誘導されているも
のと考えられた。
これらの結果から，がん細胞特異的アロMHC発現遺
伝子治療剤の効果と，免疫抑制解除による治療効果の増
強が明らかとなった。その機序として，治療初期反応は
がん細胞特異的な同種移植片拒絶反応によるものであ
り，その後，二次的に誘導・獲得されたがん抗原を標的
とした抗腫瘍免疫反応の結果によるものであることが示
唆された。
総合考察
本研究により，がん細胞特異的な遺伝子発現機構と免
疫反応の有効利用による新しい免疫遺伝子治療を考案
し，それによって全身投与可能でがんの再移植も拒絶す
る高い治療効果を示すことが出来た。特に，再移植した
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がん細胞を排除できたことから，臨床における再発予防
効果をも付与できる革新的な治療法になりうることが予
想される。現在では，遺伝子治療だけではなく，再生医
療にも応用される安全性の高いウィルス由来高分子や，
ナノテクノロジーに基づくさらに安全性の高い材料の
DDS開発も精力的に進められていることから，将来，
この新しい治療概念に基づく製剤が実用化されることが
期待される。
審査報告概要
本研究は，がん細胞特異的な遺伝子発現機構と免疫反
応の有効利用による新しい免疫遺伝子治療を考案し，そ
れによって全身投与可能でがんの再移植も拒絶する高い
治療効果を示すことを期待し，実験を進めた。その結
果，十分な効果が確認され，特に，再移植したがん細胞
を排除できたことから，臨床における再発予防効果をも
付与できる革新的な治療法になりうることが予想され
る。現在では，遺伝子治療だけではなく，再生医療にも
応用される安全性の高いウィルス由来高分子や，ナノテ
クノロジーに基づくさらに安全性の高い材料の DDS開
発も精力的に進められていることから，将来，この新し
い治療概念に基づく製剤が実用化されることが期待され
る。本研究は，がんに対する免疫療法を分子のレベルで
明らかにし，その新規性を評価した。
よって，審査員一同は博士（農芸化学）の学位を授与
する価値があると判断した。
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